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摘要 : 测定 了 几 种 药剂 及 其 组 合 对 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 头 部 酯 酶 活性 的 独立 与 联合 抑制 作用 。 结 果 显 示 : ARBE Nx 
百 虫 、 味 喃 丹 对 酯 酶 活性 抑制 中 浓度 分 别 为 : 2.4443 x 107 $. 3.4562x 1077. 2.6302x 10-5molL。 药 代 动 力学 分 析 结 果 显 示 : 
久 效 磷 与 叶 喃 片 对 酶 酶 抑制 方式 为 竞争 性 抑制 ， 敌 百 忠 为 非 竞争 性 抑制 。 久 效 磷 + AA BSAA m + 叶 喃 丹 两 种 药剂 组 合 
处 理 后 ， 对 酯 酶 抑制 均 增强 ， 抑 制 中 浓度 分 别 为 : 1.0846x 1075. 5.1786 x 10- ‘mol/L， 对 酯 酶 的 抑制 作用 属 非 竞争 性 抑制 作 
H- MARTE + 味 喃 丹 组 合 对 酯 酶 抑制 活性 相 加 ， 为 竞争 性 抑制 作用 。 结 果 说 明 杀 虫 剂 与 酯 酶 的 药 代 动力 学 互 作 对 混 剂 的 
酯 酶 的 抑制 作用 方式 和 活性 具有 重要 影响 。 
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Toxicokinetic analysis of joint action of several insecticide-combinations on head es- 


terases 

LIU Xian-Jin; YU Xiang-Yang; GAO Yuan: DONG Jian CInstitute of Plant Protection: Jiangsu Academy of Agriculture 
Sciences» Nanjing 210014» China2 

Abstract: Inhibition and toxicokinetic action of several insecticide-combinations on the esterases from the heads of cotton boll- 
worm ( Helicoverpa armigera Hübner? were assayed. Residue activity of the esterases assayed in vitro showed that the Li; values 
affording 50% inhibition of monocrotophos: trichlorfon and carbofuran were 2.4443 x 10 5; 3.4562 x 1077 and 2.6302 x 10? 
(mol/L) respectively. Graphic analysis on the toxicokinetic mode of action on the enzyme of each insecticide indicated that 
monocrotophos and carbofuran inhibited the enzyme competitively» while trichlorfon did the same non-competitively. Joint treat- 
ment of two insecticides with non-competitive inhibition and competitive inhibition resulted in a potentiated inhibition on the enz- 
yme; and L, values of monocrotophos-trichlorfon and trichlorfon-carbofuran were 1.0846 x 107% and 5.1786 x 107° C mol/L) 
respectively . On the other hand» joint treatment of two insecticides with competitive inhibition led to a competitive inhibition: but 
no potentiated joint action. These results suggested that the toxicokinetic interactions between the insecticides and the easterases 
play an important role in the joint action of the insecticide-combinations on the enzyme. 
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化 学 防治 是 目前 控制 棉铃 虫 Helicoverpa armig- 
era 等 重大 害虫 的 主要 措施 ， 目 前 ， 棉 铃 虫 已 对 多 
种 常用 药剂 产生 抗 药 性 ， 因 此 ， 针 对 害 上 忠 抗 药性 的 
主要 机 制 开 发 具有 克服 抗 药性 的 药剂 联合 应 用 技术 
是 抗 性 治理 的 重要 研究 内 容 。 酯 酶 在 棉铃 虫 等 害虫 
对 有 机 磷 类 杀 上 忠 剂 的 抗 性 中 起 着 重要 的 作用 。 在 神 
TÉ f Nilaparvata lugens FURS FERT B Nephotettix bipunc- 
tatus 对 氨基 甲酸 醋 和 有 机 磷 类 杀 忠 剂 的 抗 药 性 治理 
中 ,曾经 成 功 地 利用 不 同 氨 基 甲 酸 醋 和 有 机 磷 类 杀 
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忠 剂 对 抗 性 害 忠 变 构 乙酰 胆 碱 醋 酶 的 联合 抑制 增 效 
作用 ， 开 发 出 对 抗 性 害虫 具有 良好 防治 效果 的 杀 虫 
剂 组 合 ， 并 在 日 本 得 到 大 面积 应 用 (Yamamoto et 
al., 19820. 日 本 学 者 的 研究 还 发 现 ， 两 种 乙酰 胆 
碱 酯 酶 抑制 剂 如 马 拉 硫 磷 和 DDVP 或 对 氧 磷 联合 处 
理 时 ， 对 乙酰 胆 碱 醋 酶 的 抑制 显著 增强 COD e 
al .，1991a，1991b)。 本 项 试验 时 在 探索 几 种 药剂 单 
剂 及 其 混用 组 合 对 棉铃 虫 头 部 酯 酶 抑制 活性 及 作用 
方式 ， 为 分 析 棉 铃 虫 的 抗 性 机 制 和 为 杀 虫 剂 的 合理 
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配伍 应 用 提供 指导 。 
1 材料 与 方法 


1.1 供 试 药品 

9595 A XE. 9095 EI HR. 94 9o Ik RFA Je 
药 ， 先 以 分 析 纯 丙酮 配制 成 10 多 母液 作为 供 试 药 
剂 ， 使 用 前 用 磷酸 缓冲 液 (pH 7.4》 稀释 至 所 需 浓 
B. 
1.2 Hj 

酶 源 由 室内 饲养 6 龄 棉铃 虫 幼 虫 制 得 。 剪 取 其 
KAR, FERM 1 mL 磷酸 缓冲 液 在 匀 浆 器 中 冰 浴 研 
磨 ， 取 出 上 清 液 ， 并 定 容 至 2 mL， 即 得 到 所 需 酶 
源 ， 冰 溶 保存 备用 。 
1.3 生化 测定 方法 

酷 酶 活性 测定 参考 Asperen 方法 ， 以 ao- LRA 
KB Co-NAO 为 底 物 。 抑 制 中 浓度 的 测定 参照 高 希 武 
等 《1989) 方法 ， 抑 制 反 应 时 间 为 15 min。 样 品 测 
定 步 又 如 下 : 每 种 抑制 剂 和 底 物 分 别 进行 剂量 梯度 
实验 ， 并 均 设 空白 对 照 ， 试 验 样品 在 28 +2084 
下 保持 15 min， 显 色 稳 定 后 ， 在 600 nm 处 测定 OD 
值 。 根 据 测 得 的 OD 值 由 标准 曲线 转化 得 到 反应 
所 生成 的 产物 -ZNE (mol)， 求 得 各 抑制 剂 的 抑 
制 中 浓度 IC,» ZK Sun 等 《1960) Zrikil 8 B8 
酶 的 联合 抑制 作用 ， 并 以 作 图 法 分 析 抑 制剂 对 酶 的 
抑制 反应 类 型 。 


2 结果 


2.1 不 同 药剂 对 棉铃 虫 头 部 酯 酶 抑制 活性 比较 
几 种 药剂 对 酯 酶 的 抑制 活性 离 体 测定 结果 见 表 
1。 药 剂 抑制 酶 降解 底 物 活性 50% 的 剂量 定 为 IC% 
值 。ICs 越 大 说 明 此 药剂 对 酯 酶 活性 抑制 越 弱 ， 反 
之 则 越 强 。 比 较 所 测试 药剂 的 ICs 值 后 ， 可 以 看 
Ui: 以 下 几 个 供 试 杀 忠 剂 对 棉铃 虫 头 部 酷 酶 活性 邱 
HRES IFA: MAR > 久 效 磷 A. 
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3X1 不 同 药剂 对 棉铃 虫 头 部 酯 酶 的 抑制 作用 
Table 1 Inhibition of several insecticides to 
esterases from the head of cotton bollworm 

药剂 抑制 活力 回归 曲线 


Insecticide 


入 效 磷 


Inhibiting regression line 


y = 8.1909 + 0.5686 x 0.0300 — 2.4443 x 107 
monocrotophos 
LE. y 210.4321 +0.8407x — 0.1184 . 3.4562x 1077 
trichlorfon 
EKRA y = 10.0490 +1.1024x 0.2307 — 2.6302x 1075 
carbofuran 


2.2 不 同 药剂 组 合 对 棉铃 虫 头 部 酯 酶 抑制 活性 的 
比较 

参照 孙 云 沛 单 剂 和 混 剂 杀 虫 剂 对 昆虫 致死 中 浓 
度 测定 方法 和 混 剂 增强 测定 方法 ， 杀 虫 剂 单 剂 和 杀 
虫 剂 联合 处 理 组 合 对 酯 酶 的 抑制 ICs 法 进行 共 毒 系 
数 分 析 。 
2.2.1 久 效 磷 和 政 百 虫 对 棉铃 虫 头 部 醋 酶 的 联合 
抑制 作用 : 从 测定 结果 可 以 看 出 ， 久 效 磷 和 敌 百 虫 
参照 对 醋 酶 等 毒剂 量 (32:5) 联合 处 理 后 ， 对 酯 酶 
抑制 活性 的 共 毒 系数 为 123.8《 表 2)， 大 于 120- 
表明 该 组 合 对 棉铃 虫 头 部 酯 酶 活性 抑制 呈 增 效 作 
用 。 
2.2.2 E B ra ci Pop di $$ s SE SERRE BOX 
抑制 作用 : ABRAIRA 2:47 组 合 对 棉铃 虫 
酯 酶 的 联合 抑制 作用 同上 方法 测定 ， 敌 百 忠 和 叶 哺 
丹 药剂 组 合 对 棉铃 忠 头 部 酯 酶 的 抑制 活性 结果 见 表 
3。 从 表 3 可 以 看 出 ， 该 组 合 对 酯 酶 的 联合 抑制 作 
用 的 共 毒 系数 达 124.9， 大 于 120。 表 明 该 组 合 对 
棉铃 虫 头 部 酯 酶 活性 抑制 呈 增 效 作用 。 
2.2.3 入 效 磷 和 味 喃 丹 对 棉铃 虫 头 部 柄 酶 的 联合 
抑制 作用 : AMOEERUKRSRPLE (4:47) 组 合 对 棉铃 虫 
头 部 酯 酶 的 抑制 活性 离 体 测定 结果 见 表 4。 可 以 看 
出 ， 该 组 合 对 酯 酶 抑制 作用 的 共 毒 系数 为 96.1， 与 
前 面 组 合 的 趋势 明显 不 同 。 显 示 此 组 合 对 棉铃 虫 头 部 
酯 酶 活性 抑制 呈 相 加 作用 ， 没 有 明显 增 效 互 作 。 





X2 久 效 磷 和 敌 百 虫 (32:5) 对 酯 酶 的 联合 抑制 作用 
Table 2 Joint inhibition of monocrotophos and trichlorfon to esterases from the head of cotton bollworm 


药剂 Insecticide 
入 效 磷 monocrotophos (MO 
RAE nichlorfon CT) 
久 + 柄 M+ 人 T 


抑制 活力 回归 线 Inhibiting regression line 
y=8.1909 + 0.5686x 
y = 10.4321 + 0.8407 x 
y 2 8.8717 + 0.6491x 


Ê IC; Cmol/L) 共 毒 系数 CTC 
0.0309 2.4443 x 107 
0.1184 3.4562 x 107? 
0.0005 1.0846 x 107É 123.8 
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x3 KARKAA (2:47) 组 合 对 酯 酶 的 联合 抑制 作用 
Table 3 Joint inhibition of trichlorfon and carbofuran to esterases from the head of cotton bollworm 





药剂 Insecticide 抑制 活力 回归 线 Inhibiting regression line IC; 《mol/L) HERA CTC 
PKT carbofuran (C) y = 10.0490 + 1.1024 x 0.2307 2.6302 x 1075 
RAR tichlafon (T) y = 10.4321 + 0.8407 x 0.1184 3.4562 x 1077 

ERE CAT y = 9.3280 0. 8188x 0.0553 5.1786 x 10$ 124.0 


RA ARRIR Fh (4:470 组 合 对 酯 酶 的 联合 抑制 作用 


Table 4 Joint inhibition of monocrotophos and carbofuran to esterases from the head of cotton bollworm 



























药剂 Insecticide 抑制 活力 回归 线 Inhibiting regression line € IC Cmol/L2 共 毒 系数 CTC 
ARRE monocrotophos (M) y = 8.1909 + 0. 5686x 0.0309 2.4443 x 107 
BX EFE carbofuran (C) y = 10.0490 + 1.1024 x 0.2307 2.6302 x 1073 
久 + 时 M+C y 2 8.1194 + 0.6486x 0.1705 1.5508 x 10? 96.1 
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Eli 3 种 药剂 对 棉铃 虫 头 部 酯 酶 活性 的 抑制 曲线 
Fig. 1 Inhibiting curves of three insecticides to esterases from the head of cotton bollworm 
A. ARU monocrotephos: B. MAH trichlorfon; C. BRIFF carbofuran 
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图 2 3 种 药剂 组 合 对 棉铃 虫 头 部 酯 酶 活性 的 抑制 曲线 
Fig. 2 Inhibiting curves of three insecticide-combinations to esterases from the head of cotton bollworm 
A. AR ES EB monocrotophos:trichlorfon (32:50; B. WA HR: RETI trichlorfon: carbofuran (2:472; 
C. ARU : ICT TT monocrotophos: carbofuran (4:472 
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2.3 不 同 药剂 对 棉铃 虫 头 部 酯 酶 的 抑制 作用 方式 
分 析 

2.3.1 单 剂 对 柄 酶 抑制 作用 方式 的 比较 : 根据 不 
同 酶 和 底 物 浓度 梯度 试验 的 结果 ， 求 得 酯 酶 在 不 同 
抑制 剂 浓度 作用 下 ， 不 同 底 物 浓度 的 反应 速度 v 
[ mol/ 《min*mg)]。 以 1 上 《min*mg》 /mol] 为 纵 坐 
bs. US CL/moD 为 横 坐 标 作 图 ， 分 析 3 种 杀 虫 剂 
对 棉铃 虫 头 部 酯 酶 的 抑制 作用 方式 ， 结 果 如 图 1. 
最 大 反应 速度 V, AHRS 1/» 轴 的 交点 的 纵 坐 标 
值 的 倒数 ， 酯 酶 米 氏 常数 K, 值 为 曲线 与 118 TRES 
交点 的 横 坐 标 值 的 负 倒数 。 可 以 看 出 ， 久 效 磷 对 棉 
铃 虫 头 部 酯 酶 的 抑制 方式 为 竞争 性 抑制 。 久 效 磅 浓 
度 由 5.52 x 10 5mol/L 至 1.10 x 10 ;mol/L 逐步 升 
H> K, 值 由 5.838 x 10 ? mol/L 升 为 9.610 x 10 ? 
mol/L; M V, (X 1E 1.259 x 10 * — 1.297 x 10 5 mol/ 
C min* mg 之 间 变 动 ， Km 值 的 变化 明显 比 Va 的 变 
化 显著 (图 1: B)。 敌 百 忠 对 棉铃 忠 头 部 酯 酶 的 抑 
制 方式 为 非 竞 争 性 抑制 。 敌 百 忠 浓度 由 2.99 x 10 ? 
mol/L 至 1.20 x 10 * mol/L ZEHA, K, 值 仅 在 
8.255 x 10 ? ~ 8.959 x 10 smolL Z.IB AE 44. M Vua 
则 由 1.459 x 10. "REX 0.929 x 10 5 mol/ Cmin* mg: 
V 的 变化 明显 比 K 值 的 变化 显著 (图 1: BD. 
PIRE PIOS AE E E 3E T BR S RI 401 E 27 5 2 38 6 TE 
tj, RRF TF 8.8 x 10 5mol/L Æ 3.27 x 10? 
mol/L EAA, Ka 值 由 6.226 x 10 ? mol/L 升 为 
10.602 x 10 ? mol/L; M 了 (X E 1.205 x 10 ê ~ 
1.468 x 10 smol Cmin* mg》 之 间 变 化 ，K,, 值 的 变 
ME Vi 的 变化 明显 (图 1: C)。 

2.3.2. 几 种 杀 上 忠 剂 组 合 对 溪 酶 抑制 作用 方式 的 分 
Vr: 以 各 茶 忠 剂 单 剂 对 酯 酶 抑制 活性 近 等 的 原则 进 
行 不 同 杀 虫 剂 之 间 的 组 合 ， 并 对 该 组 合 对 酯 酶 的 抑 
制作 用 方式 进行 测定 。 图 2 中 列 出 了 各 组 合 对 棉铃 
虫 头 部 酯 酶 的 抑制 作用 方式 类 型 。 和 久 效 磷 + EBD 
AAFKE F + 敌 百 忠 组 合 对 酶 酶 的 抑制 作用 方式 
属 非 竞争 性 抑制 。 而 和 久 效 磷 + RAR AEAF 
性 抑制 。 


3 讨论 


酷 酶 对 杀 虫 剂 的 作用 是 双 加 的。 一 方面 杀 虫 剂 
对 酯 酶 活性 有 抑制 ， 这 方面 研究 正 越 来 越 受 到 关 
注 ， 已 有 报道 表明 一 些 杀 虫 剂 通过 和 酯 酶 不 可 逆 结 
合 ， 从 而 抑制 其 活性 COwnsu et al.» 1996a; 
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1996b)。 另 一 方面 酯 酶 可 以 对 杀 虫 剂 进行 代谢 。 针 
对 不 同 的 杀 虫 剂 ， 这 种 相互 作用 的 方式 表现 出 明显 
Eo ARAIKA FER A E B A AR AREE IN NEH 
方式 为 竞争 性 抑制 ， 敌 百 忠 为 非 竞争 性 抑制 。 敌 百 
忠 分 别 与 呈 晴 丹 、 久 效 磷 组 合 结果 均 为 增 效 。 这 一 
结果 进一步 验证 敌 百 忠 对 栈 酶 的 抑制 活性 更 强 ， 也 
说 明 不 同类 型 杀 虫 剂 对 酷 酶 的 抑制 ， 可 能 发 生 在 酯 
酶 的 不 同 同 工 酶 或 酶 分 子 的 不 同 作 用 位 点 上 。 这 种 
酯 酶 的 多 活性 位 点 或 多 种 分 子 〈 或 醋 艇 ) 的 特点 ， 
为 多 种 药剂 的 联合 抑制 提供 了 前 提 。 这 一 结果 显示 
在 实际 进行 杀 虫 剂 联合 应 用 时 ， 通 过 使 用 的 药剂 组 
合 可 以 达到 减轻 降解 作用 ， 提 高 防 效 的 目的 。 但 也 
不 排除 这 种 结合 位 点 之 间 相 互 关 系 会 导致 一 种 药剂 
的 结合 会 阻碍 另 一 种 药剂 结合 过 程 。 

通过 试验 发 现 3 种 药剂 对 栈 酶 均 具 有 抑制 活 
性 ， 其 抑制 活力 差异 较 大 。 这 主要 可 能 与 药剂 和 醚 
了 酶 形成 共 价 键 的 能 力 有 关 。 而 药剂 对 栈 酶 的 抑制 方 
式 的 差异 则 表明 不 同 药剂 在 与 -乙酸 蔡 酯 竞争 与 栈 
酶 的 结合 位 点 能 力 的 差异 。 药 剂 联合 处 理 后 ， 抑 制 
作用 方式 则 变 得 较为 复杂 ， 其 结果 可 以 分 析 为 两 种 
单 剂 方式 的 总 和 ， 是 一 种 趋势 。 具 有 相同 抑制 方式 
的 药剂 组 合 后 ， 可 以 得 出 较 一 致 的 抑制 方式 ， 而 不 
同 抑制 作用 方式 中 ， 则 多 为 竞争 性 抑制 方式 。 如 政 
百 虫 + 叶 师 丹 联合 处 理 作 用 方式 为 偏向 于 非 竞争 性 
抑制 ， 久 效 磷 + IRRF A N a 敌 百 忠 ， 两 种 联 
合 处 理 作用 方式 均 趋向 竞争 性 抑制 。 这 些 结果 是 在 
单 剂 以 相近 或 相等 抑制 活力 情况 下 ， 获 得 的 联合 抑 
制作 用 。 根 据 0i 等 C19914. 19915). 的 分 析 ， 当 两 
种 杀 虫 剂 的 比例 越 接 近 各 种 单 剂 对 靶 标 酶 的 抑制 中 
浓度 时 ， 则 联合 抑制 的 增 效 作用 最 大 ， 因 和 而， 这 些 
结果 也 是 比较 典型 的 联合 抑制 作用 结果 和 方式 。 而 
不 同 配 比 条 件 下 联合 作用 方式 的 变化 将 可 能 更 为 复 
杂 ， 这 方面 工作 尚 有 待 进一步 研究 。 
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